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論 文 内 容 の 要 旨
第1章 序論 および 第2章 背景
感 覚受容 体 は、生 物 に とって有用な 、あるいは有 害な外部情報 を神経情 報 に変換 す る感 覚ニ ュー ロ
ンの機能 を実現 す る上 で本質的 に重要 な分子 であ る.外 界に存在す る化学 物質 の種 類 は きわめて多 い
が、それ らに対応 す るた めに動物 の化学感覚 ニ ュー ロンに備わ く}た嗅 覚受容 体や味 覚受 容体 も遺 伝的
に多様 化 して多 種類 の ものが あ るこ とがわ かって いる。工991年にAxe1とBuckによ りマ ウスとヒ トで
嗅覚受 容 体遺 伝 子が発 見された ことが契機 とな り、これ までに哺乳類 や昆 虫で多数 の嗅覚受容体 、味
覚受容 体、 フ ェ ロモ ン受 容体な どが同定 されて い る(Axe⊥andBuck,1991)。昆 虫で も2000年にキイ
[・シ ョゥジ ョ ウバ エPr・s・ph〃amelanogasterで味覚 と嗅 覚でそれ ぞれ 計約60個 の 受容体候補遺伝 子
が発見 され た(Clyneetal.,2000)。われわれ の研 究室 では このハエ を用 い て2001年に 甘味物質 で あ
る二糖類 の トレハ ロ 一ースの受容体遺伝 子Grsaを同定 した(Uen。etal,,2001).これ は無脊椎動物 で最
初に同 定 され た味 覚受容 体であ る。シ ョウジョ ウバエでは 苦味受容 体や二 酸化炭 素受容 体遺伝子 な ど、
これ まで 同定 され て いる味覚受 容体 のす べてはGrsaと1貢]じ味覚受容 体遺伝 子 フ ァ ミ リーGRに属す る
受容 体で あ り、このハエ の嗅覚 受容体 ファ ミ リー であるORと 弱い類縁 性 はあ るが別 であ るこ とが わか
ってい るe動 物 の化 学感覚受容 体 は どれ も、7回 膜 貫通型受容体 と総 称 され るGタ ンパ ク質共役受容
体 のスーパ ー フ ァ ミ リー に属す る タンパ ク質 であ る点で共通 してい るが 、哺乳動物 とシ ョウジ ョウバ
ェの 味覚受 容体 を比 較す る と、そ のア ミノ酸残 基配列 に共通性 はま った くな く、化学感 覚は系統的 に
隔た った生物 ご とに進 化 してい るこ とが 明 らかにな ってい る1、
外 部環境 に存 在 す る様 々な 化学物 質 を認識 す る受 容体 と して味覚受 容 体 は どの よ うに して多様 化
し進 化 した ので あ ろ うか・ 二の問題 に対 しては 主だ答 えは得 られ てい ないが 、 二れ は種 の進化 と密接
に関連 して い る と思 われ る,同 じ種 であって も、 集団 中に味覚受容 体 としての機能 的 な変異があ る こ
とが い くつ かの動物 で知 られ てい る、 ヒ トには 一Ii"くか ら苫味物 質 フ ニニ ルチオ ウ レア(PTC)に 対す
る味覚感 度 に個 人 差があ り、メンデル遣伝す る こ とが 知 られ てい たが、現 在 では 二れ がhT2R38と呼
ばれ る 苦味受 容 体c・1,アミノ酸残 基変異に よる 二yが わ かってい る(.ltimc)tal,,2003♪".一マ ウスで も、人
1二11冒味物 質 のサ ッカ リン に対す る味覚感度の 系統 差が む1'1寮受容体 遺伝r・であ る ㎡r2R3の変異 と して同
定 され た(kuhl1献i'1ユ.,20〔M),シr!ウジ ョウバユで もわ・iLわれ ・7)研究室1'≧白然,集団 中に 俘在す るGr5a
のア ミノ酸 残 埴配 列〔')黄換 変 異を発 見Lて い ろtLlc'・T'tOetal,,2001)、
注 日す べ き点 の ユっ は これ らの 変異 の どオ「もが 単な るア ミノ酸 置換 で はな く、変 異に よ り受 容体 と
しての 機能 を 失わ せ る機能 的な変 異であ ろ点で あ る そ こで同種 内 や 、近縁種 内で 起 こる機能的 変 膜
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は、味覚受容体の進化 を探る上で重要な手がか りを提供する可能性があると思われる。 しか しこれま
でに種内 と近縁種間を比較す る味覚受容体遺伝子の比較進化を体系的に調べた研究はまだ行われてい
ない。そ こで本研究では味覚受容体の研究だけでな く、シ ョウジョウバエ属に属する多 くの種につい
て系統発生上の関係がわかっているシ ョウジョウバエに注 目し、味覚受容体遺伝子の機能的変異をキ
イロシ ョウジ ョウバエの近縁種であるオナジショウジ ョウバエを用いて調べ、キイ ロシ ョウジョウバ
エ と比較す ることに した。
第3章 研究の材料と方法
遺伝 子解 析 と味 覚 の行 動解 析実験 にはキイ ロシ ョウジ ョウバエ(Pi-osoρi7a,melanogaster)の近 縁
種 であ るオナ ジシ ョウジ ョウバエ(Prosophi'1ヨ,simufans)の5種類 の野生型系統 と実験 室で 作成 さ
れ た2種 類 の突然 変異系 統 をもちいた。
1、二糖溶 液選択 摂食実験
数十 匹 か ら百数 十匹 の羽 化後1週 間以 内の元気なハ エ を摂食 実験 前 日にバイ アル に集 め、底 に敷い
た キム ワイプ に100mMショ糖溶液 を1.5m工染み込 ませ た もの を摂氏25度 で2時 間与 えた。その後 、蒸
留水 のみ を染み込 ませ たキム ワイ プ を敷 いた別 のバ イアル にハエ を移 し、摂氏25度 で20時 間絶食 さ
せ たハエ を味覚 実験 に用 いた。味覚応 答 はTanimuraらの方 法 を改 変 した以下の摂食 行動 実験 に よ り解
析 した(Tanimuraetal.,1982)。赤色、青色 の二種 類の食 用色 素 を混ぜ た糖溶 液 を選択 させ た。 糖溶
液 には20rnMのトレハ ロース溶液 を用い て1%寒 天 と青 色食用色 素0.125mg/mlbrilliantblueFCF(和
光純薬 製 品)を 混ぜ た溶 液 とコン トロール と して2mMス ク ロー ス溶 液 と赤色 食用色 素0.5mg/mlacid
red52(和光純薬製 品)を 混ぜ た溶液 を蓋付 き ミニ トレイ(5.5cmX8cm60穴Nunc社)のウェルに分
注 した もの を用意 した。 絶食 後 のハエ を吸 虫管で ミニ トレイ の 中に移 し、遮光 箱 の中 に入 れ摂 氏25
度 で一 時 間摂食 させ た。摂食 後 は ミニ トレイ にハエ を入れ たまま摂 氏 一20度で凍結 させ た後 、各個体
が どち らの溶液 を好 んで摂 食 したか を実体顕微鏡 でハエ の腹部 の着色 を観 察 して調べ 、青色 、赤色 、
紫色 、無 色の 四つの グルー プに分け てそれ ぞれの個 体数 を数 えた。着 色 した個 体数 の中で青 色個体 の
数 と紫 色個 体 の半 数 を足 し、 これ を着 色個 体 の総 数 で 割 って 、 トレハ ロー ス溶 液 に対 す る嗜 好性
(PreferenceIndex,PI)とした。PreferenceIndex=(Blue+Purple/2)/(Blue+Purple+Red)
2、単独糖の二濃度選択摂食実験
スクロース溶液における濃度弁別能を解析するために、二糖選択摂取実験の ときに用いた20mMト
レハロース溶液 と2mMスクロース溶液の代わ りに異なる濃度 のスクロース溶液を選択 させ、濃度差 を
どの程度弁別できるかを解析する濃度弁別実験を行った。コン トロール には常に0,5mMスクロースを
用い、これに対す る2mMスクロース溶液に対する選択率をPIとして求めた。選択に用いる2つ のスク
ロース液の濃度が近い と赤、青二色素問に、弱い嗜好性のバイアスが存在することが確認 されたので、
色素 と糖溶液は二種類の組み合わせを同時に行い、その平均値をPIとした。
3、遺伝 子解 析
シ ョウジ ョウバ エ10匹 か らQIAGENのDNeasyTissueKitを用 いて ゲ ノムDNA抽出 を行 なった.次 に
精製 したDNAを鋳型 に してPCR法に より甘味 受容体遺伝 子を複製 増幅 した.ラ イ ゲー シ ョンお よび形
質 転換 を行 い、遺伝 子増幅 を行 な った一 プラス ミ ドDNAの精製 を行い ビ ックダ イデ オキ シ法 を用いて
塩基 配列解 析 を行 な った。
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第4章 結果 および 第5章 考察
シ ョウジョウバエ属は17亜 属に分類 され、キイ ロショウジ ョウバエ とオナジシ ョウジョウバエの
属す る亜属はシマシ ョウジ ョウバエ亜属SophophoraSturtevantと呼ばれ る亜属である。 この亜属は
さらに種 群 と呼ばれ る小グル ー プに分類 され 、 両種 は どち らもキイ ロシ ョウジ ョウバエ種 群
(P.me/allogastθrsp,group)に入 る両者間で種間交雑 も可能なほど近縁の2種 である。しか しこの2
種は生態学的に異なってお り、オナジショウジ ョウバエが野性環境に近いところを好むのに対 し、キ
イ ロシ ョウジョウバエは人家に近い場所を好む とされている。 ショウジ ョウバエ属のハエはどれ も発
酵 した果物 などを好む傾向があるが、この2種 は好む果実など食性でも違いがあると言われている。
味覚受容体遺伝子 は、食性 を左右す る大事な遺伝子のひとつ と考えられるので、種の分化や進化に と
り考慮すべき重要な遺伝子である。本研究はオナジシ ョウジ ョウバエがキイ ロショウジ ョウバエの近
縁2種 の味覚 と味覚を担 う重要な機能タンパク質である味覚受容体について解析比較を行 う最初の試
みである。
まず両者の味覚機能を比較す ると、近縁種であっても味覚応答性の種内変異について顕著な違いが
存在することが初めて明 らかにされた。甘味を担 うキイロシ ョウジ ョウバエの味覚受容体をコー ドす
る遺伝子 として無脊椎動物において最初に発見 されたGr5a味覚受容体遺伝子にっいてはこれ まで多
くの研究者 により研究がなされ、その分子機能 とともに、生理学的、行動学的な解析など多くの研究
がなされている。 キイロショウジ ョウバエでは集団内に ルθと呼ばれていた 自然突然変異が古くか ら
知 られてお り、これ がGrsaの発見と味覚受容体 としての同定に重要なてがか りとなった(Uenoeta1、,
2001)。Gr5aは二糖類 トレハ ロースに高い親和性 をもっ甘味受容体であるが、キイ ロシ ョウジョウバ
エの集団にはGr5aの翻訳領域に存在す る一塩基置換で生ず るア ミノ酸置換(Trθ01変異)に より受容
体 としての機能をほとん ど失 う変異アリルが集団中の約半分か ら70%程度の個体の中に分布 し、自然
突然変異 としてはかな り高い頻度であることがわかっていた。
オナ ジシ ョウジ ョウバエのGr5a遺伝子配列を調べた先行研究では、 どの個体でも機能を失った
TrθOlアリル をもつ個体だけが見つかっている。機能 を持たない受容体であるTrθOlが祖先型 として
両種の祖先に存在 していたのか、あるいは どち らの変異も存在 していて、進化の途上でオナジショウ
ジ ョウバエは機能をもっ方のア リル(ル θりが何 らかの理由で集団中か ら失われたのかわからないが、
遺伝子 として機能をもっているア リルの方が淘汰 される例はそれ ほど多 くないので、この ような遺伝
的変化は大きななぞである。
本研究では摂食行動 を調べることによりオナジシ ョウジ ョウバエにおいてもTreOI型がキイロシ ョ
ゥジ ョウバエ と同様に機能を持たない受容体であることをまず示 した。次にオナジシ ョウジョウバエ
では、集団内にTre変異が存在 しないにもかかわらず、甘味応答の個体差、系統差をもた らす遺伝的
な変異がやは り存在す ることを示 した。この変異を遺伝解析するとGr5aではなく第3染 色体上にある
別な遺伝子によることがわかった。そこで、7個 の第3染 色体上の甘味受容体遺伝子であるGr61a、
Gr64a～fについて、ゲ ノムDNAの配列情報の解析を行い、それぞれをいろいろな系統間で比較 した。
これ ら7個 のすべてが甘味受容体遺伝 子なのか どうか、また逆にこれ ら以外 にも甘味受容体遺伝子
が存在す るのか どうかについてはまだ不明である。しか しGr5aを含めて全部で8個 の甘味受容体は6
0個ある味覚受容体遺伝子の約12%に 相 当す る上、これ以外にも多数の苦味受容体遺伝子やその他
の味覚受容体が知 られているので、これ ら8個で甘味受容体 をほぼカバーす ると考えてよいかも知れ
ない。実際にこれ らの中でGr61aがフルク トー スなどに特異性 をもつ甘味受容体であること(古波津、
2006)、またGr64遺伝 了・グループの うちGr64aとGr64fについてはた しかに遺伝子そのもの、あるい
は それ らの 遺 伝子 を発 現 す る味 覚 ニ ュー ロ ン を 不活 化 す る と 甘味応 答 が 部 分 的 に失 われ る こ と
Φahanukaretal。,2007Jia。eta1.,2007)などが 報告 され てい るので 、 これ らすべ てを甘味受 容
体 、あ るい はその候 補 と考 えるのが 妥当であ る と思われ る。7個 の 甘味受容 体候 補か らオナジシ ョウ
ジ ョゥバエ の118系統 にはGr61aとGr64dの2つの遺 伝 了・につ いて重 大 な機 能障 害 をもた らす と考 え
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られ る翻訳領域の塩基欠失によるフレームシフ ト変異を発見 したが、118系統はスクロース濃度弁別
感度が高い方のグループに属するので、これ らの変異がスクロース濃度弁別に関わる変異ではなく、
またGr61aとGr64dの2つもそれに関わる甘味遺伝子である可能性はないと考 えられ る。
Gr64グル・一・一・プの他 の5種 類については、配列解析か らはまだ完全にスクロース濃度弁別感度 と対応
す るよ うな配列上の変異が残念ながらこれまでには見つか らなかった。機能変異 としてはア ミノ酸残
基の置換変異の他 にも、イン トロン エークソンのスプライス変異の可能性や、プロモーターやエンハン
サーな ど遺伝子上流部の発現制御部位の変異なども可能性 として考えられ る。 したがって これらの可
能性を今後検討す る必要がある。調べ られたすべてのオナジショウジョウバエの系統でGr5a遺伝子は
トレハロv・一ス味覚受容体 としては機能 しないことが示唆 されただけでなく、Gr61aとGr64dの2つの
遺伝子について一部の系統では機能的に重大な障害が起 こると考えられるフレームシフ ト変異が発見
されたことは注 目され る。 これ らの変異が淘汰において適応的な変異であるとは考え られず、味覚受
容体遺伝子 の進化 における意義について今後注 目される。
第6章 結論
本研究ではオナ ジショウジ ョウバエの甘味応答 と甘味受容体候補遺伝子についての解析を行い、以下
のような結論を得た。 キイロショウジョウバエの自然集団で報告されている トレハ ロース味覚感度を
支配する受容体Gr5aの機能変異Ala218Thrはオナ ジシ ョウジ ョウバエには存在せず、受容体 としての
機能 をほとん ど持 たないThr218側に固定 している。摂食実験により、オナジシ ョウジ ョウバエのGr5a
は トレハ ロース受容体 として機能 していない可能性 が示唆 された。オナジショウジョウバエの甘味応
答1生を系統間で比較す る と、第3染 色体上に トレハ ロースではなく、スクロース味覚感度を支配する
新 しい味覚遺伝子の存在が証明 された。オナジシ ョウジ ョウバエの甘味受容体候補遺伝子を解析 した
ところ、一部の系統に受容体の機能を失わせる・∫能性の高いフレームシフ トと変異がGr61aとGr64d
の2っ の遺伝子に見つかった。 しか し、スクロース濃度弁別感度を支配する遺伝子が これ らの候補遺
伝子の どれ に相 当す るのかについては、同定までに至 らなかった。
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨
第1章 は序論である。
第2章 はこの研究の背景である。今世紀に入 り米国を中心にして急速 に進展 したショウジョウバエの
味覚受容体 に関する研究の流れと現時点における研究課題が述べ られている。
第3章 は研究材料と研究方法である。本論文ではキイロショウジョウバエと近縁のオナジショウジョ
ウバエを初めて味覚受容体研究の実験材料としてとりあげ 種内、種問の比較を通 して味覚受容体遺伝
子 と味覚受容体の機能を調べるため、新たに開発 し、あるいは改良 した実験的技術が述べ られている。
第4章 は結果である。無脊椎動物の味覚受容体 として最初に同定 されたGrsaはキイロショウジョウ
バエの二糖類 トレハ ロースの甘味受容体遺伝子であるが、野生型のGrsaには単一アミノ酸残基置換を
もた らす機能変異(Ala218Thr>があり、甘味応答に個体差や系統差をもた らす。オナジショウジ ョウバエ
で も甘味応答性 に顕著な系統差があり、これが トレハロースでなく蔗糖 に対する味覚感度の系統差に起
因す ることを明 らかにした。一方Grsaの218番目のアミノ酸残基は受容体機能を持たないThr型であ
ることを示 した。本研究では複数の系統について、Grsaおよび これと相同性を有するGr61a,Gr64a,
Gr64b,Gr640,Gr64d,Gr64eおよび fの全8種 類の遺伝子の翻訳領域の全塩基配列を解析 して比
較 した。
第5章 は考察である。オナジショウジョウバエの蔗糖に対する応答感度の系統差をもた らす因子は遺
伝解析によ り第3染 色体上に存在することが明確に示されており、 この因子が7つ の相 同遺伝子のどれ
か1っ か、それ らの組み合わせで決定される受容体である可能性が高いことが示唆 された。野生系統の
1っでは相同遺伝子のうちGr61aとGr64dの2つに数塩基長にわたる欠失が見つか り、受容体遺伝子
として どち らも機能 しないことがわかった。これ らの結果は味覚受容体 を解析する新 しい手がか りとし
て重要な発見である。 しか しなが ら、蔗糖に対する味覚感度 と対応す る変異は同定 されなかった。
第6章 は結論である。
以上要するに本論文は7種 類の甘味受容体遺伝子のそれぞれについて、全翻訳領域 を体系的に解析 し、
蔗糖応答感度の遺伝的差異をもた らす塩基配列上あるいはアミノ酸残基配列上の変異を解析 した研究で
ある。本論文の中では蔗糖感度と相関する変異の同定には至 らなかったので、 これ らの遺伝子の上流域
や転写産物の配列解析が今後の課題である。 しか しなが ら、本論文はきわめて近縁の2種 の動物間にお
いても味覚受容体遺伝子上に機能的な変化をもた らすゲノムDNA配 列上の変異が複数起きていること
を示 した点で、動物のゲノムの中で最も多様化 し分化した遺伝子であると考 えられる化学受容体遺伝子
の進化のメカニズムを知る新 しい手がか りを提供 したことが大きな成果である。ゲノムデータは今 日で
もモデル生物以外のほとんどの動植物ではまだ整備が遅れている。本論文の内容は味覚受容体遺伝子の
体系的な配列解析データとしてキイロショウジョウバエの走)のと比較できる初めての大規模な解析結果
であ り、ゲ ノム情報学の研究成果として、またオナジショウジョウバエゲ ノムデータベースへの貢献デ
ータとして も高 く評価 できる。
よって、本論文は博士(情 報科学)の 学位論文として合格 と認める。
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